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(54) Title: PROCESS FOR PREPARING LIGNO LYTIC ENZYMES BY MEANS OF WHITE ROT FUNGI 

(54)BezeicbDiuig: VEFAHREN ZUR HERSTELLUNG LIGNOL^TISCHER ENZYME MITTELS WEISSFAULEPILZEN 

(57)Ab5tnct 

A process is disclosed for prepariog lignolytic enzymes by means of white rot fungi. A culture of fungi belonging to the 
Aphyllophoralcs sub-class is introduced into a closed fermentation reactor filled with a nutrient solution, where the suspension is 
so gently moved, in order to produce pellets of Aphillophorales, that no shearing forces capable of destroying the pellets can be 
generated. By adding yeasts or benzaldehydes, chlorobenzaldehydes, nitrobenzaldehydes, bydroxybenzaldehydes, aminoben- 
zaldehydes, nethylbenzaldehydes, diaryls, triaryis, dialkylalkanes. trialkylalkanes, open-chained or cyclic imines or derivatives of 
said substances as inductive compounds, induction being carried out one or several times, en2ymes are generated, then harvested. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung lignolytischer Enzyme mittels WeiRfflulepilzen. Hierbei 
wird eine aus den Pilzcn der Unterklasse der Aphyllophoralcs bestehende Kultur in ein mit Nahrlosung gefiilltes geschlossenes 
FermcntationsgcfaB gegeben, dort zur Erzeugung von Pellets der Aphyllophoralcs die Suspension so sdionend bewegt, daB keinc 
die Pellets zcrstGrenden ScherkrSfte entstehen konnen, wobei unter Zusatz von Hefen oder Benzaldehyden, Chlorbenzaldehyden, 
Nitrobenzaldehydcn, Hydroxybenzaldehyden, Aminobcnzaldehydcn, Mcthylbcnzaldehyden, Diarylen, Triarylen, Dialkylalka- 
nen, Trialkylalkanen, offenkettigen oder cyclischen Iminen oder Derivaten der genannten Stoffe als induktiven Verbindungen, 
wobei die Induktion einfach oder mebrfach erfolgen kann, die Enzyme erzeugt und danach geemtet werden. 
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Verfahren zur HersteJiung lignolytis cher Enzyme 
mittels Weiflfauiepilzen 

Die vorliegende Erfindimg betrifft cir Verfahren zur Hersteliimg 
iignolytischer Enzyme mittels Weiflfauiepilzen aus der linterklasse 
der Aphyliophorales . 

In den letzten zehn JaJiren ist vieifach versucht worden. 
WeiBfaulepiize im industriclien Mafistab zur Erzeugung 
Iignolytischer Enzyme einzusetzen. im Mitteipunkt des Interesses 
stand liierbei Piianerochaete ciirysospGrium. 

So gibt es Versuciie im Riihrfermenter ( H.Jansiieicar iind 
A.Piecliter. Journal of Bioteciinoiogy. B (1988; . 97-112 ). Diese 
Versuciie waren iedoch wenig erfoigreicii. weii im Riiiirfermenter 
die von Piianerociiaete ciirysosporium gsbiideten Pellets immer 
wieder zerschiagen werden. Da aber Phanerociiaete chrysosporium 
nur dann Enzyme produzien. wenn er in Pelletfonn oder ais 
immobiiisat voriiegt. laBt sich im Riiiirfermenter mit den gangigen 
Verfahren cine optimaie Enzymproduktion nicht errcichen. 

Dariiberhinaus sind in der Bioverfahrensteciinik Reaictoren spezieli 
fiir cmpfindliche Zellen entwicicelt worden. So ist ein sogenannter 
Vibromischer entwicJceit worden. welcher sich sogar fiir cmpfindli- 
che Tier- und Pflanzenzelien eignet ( Einsele. Pinn. Samiiaber: 
Mikrobiologische und biochemische Verfahrensteclmik. Weinheim 
1985. S.ISO: Einsele: Chem.ing.Tech. 45 (1973). 1368: Reiim. Chem. 
Ing. Tech. 42 (1970). 583). Die Wirlcung des Vibroraixers beruht auf 
dem Bemoulli-Effelct. Anstelle eines Riihrers befindet sich im 
Innem des Gefafies eine waagerecht liegende. an einem senkrechten 
Sdiaft befindliche Platte, die sich nach unten verengende Bohrun- 
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gen entbalt. Sie wird mit Hilfe des Schafts auf und nieder bewegt. 
Dabei eatst^en Dnickdifferenzen in den Bohningen. weil die Fliis- 
sigkeit in den Offnungen rom groBen rum kleinen Durchmesser zu- 
riickfliefit. Die Zelien werden auf diese Weise zw gut bewegt. 
doch bleiben ScMdigungen weitgehend aus. Ein derartiger Vibromi- 
xer hat jedoch den Nachteil. daB er fiir die empfindUcfaen Pellets 
Ton Phanerochaete chrysosporium inuner noch nicht schonend genug 
arbeitet. AuBerdem konnen derartige Vibromixer bis haute noch 
nicht im groBtechnischen MaBstab eingesetzt werden. 

fiir die BUdung von Pellets Ton Mikroorganismen sind schiiefllich 
auch GlasgefaBe geeignet. welche von SchUttelmaschinen bewegt 
werden ( HJ. Rehm: Einfiihrung in die industrieile Mikrobiologie. 
Beriin-Heidelberg-New York 19971 ). Zu diesem Zwcck sind die 
Behaltnisse ( zumeist Flaschen Oder Erienmeyerkolben ) in mehre- 
ren Etagen Ubereinander in die Maschinen eingespannt. Durch die 
SchOttelbewegung der GeraBe wird Luft von der Oberflache her in 
die Losung eingeschlagen. Zum Schuttein verwendet man Amplituden-. 
Ratations- und Vibrationsmaschinen. die normalerweise variierbare 
Bewegungsgescfawindigkeiten haben. Die GefaBe kSnnen mit nachigen 
Ausbuchtungen. den sogenannten Schikanen. versehen sein. Nachtei- 
liB bei diesem Systemen ist. dafl sie sich nur fiir den Labormaflstab 
eignen. Fiir die groBindustrielle Anwendung waren tausende Raschen 
bzw. Erienmeyerkolben notwendig. so dafl die Anwendung derartiger 
GerSte wirtschaftlich nicht sinnvoll ist. 

Urn die ofaen genannten Probleme des Einsatzes von Riihrreaktoren zu 
ISsen. hat man verstarkt versucht, mit immobiiisierten Zeilen zu 
arberten ( S.Linko. Journal of Biotechnology, 8 Q988). 163-170: 
ILWillerhausen. A. JSger, H. Graf. Journal of Biotechnology. 6 
(1987). 239-243: YJjnko. M-Leisola. N.Lindholm. J.TroUer, 
PJjuko. A.Hechter. Journal of Biotechnology 4 (1986). 283-291 ). 
Aber auch diese Versuche scheiterten bei groBeren Volumina. In der 
Regel waren diese Verfahren bei mehr als 40 1 Fennentervolumen 
nicht mehr durtihfiihrbar. Der Grund ist im wesentlichen darin zu 
sehen. daB Phanerochaete chrysosporium in PeUetform eine 
optimale Oberflache aufweist und daher gerade in diesem Zustand 
am besten das Enzym produziert. 
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Um die genaimten Problcme bei der Verwendung von Phanerochaete 
chrysosponum fur die Produktion von iignolytisciien Enzymen zu 
losen, ist ein neuartiger Reaktor spezieil cnrwrickeJt worden. 
Dieser ist Gegenstand der vorangemeldeten, aber nicht vonrerSf- 
fentlichten deutschen Patent anmel dung P 40 12 743. Hierbei 
handeit cs sich um ein riihrerloses. gescliiossenes Fermentations ge- 
fafl, welches in einer kardanischen Aufhangevcrriciitimg frei drehbar 
aufgehangt ist. Unter dem GefaB ist ein Antriebsmo- 
tor angeordnet. dessen Antriebsweile mit dem fioden des Gefafles nxit 
cinem Exzenter verbiinden ist. Durcli den Exzenter lass en sich Nei- 
gungsTvinkel und Schwingungsampiitude des GeFafles eihstellen. 
Mittels des stufenios regelbaren Motors konnen somit Dreii- und 
Sciiwenkbewegungen des GeraBes erreiciit werden. 

In dem auf diese Art bewegten Fermenter bildet Phanerochaete 
chrvsosporiiim Pellets, ohne dafl dlese durch mechanische Einfliisse 
fortwahrend wieder zerstort werden. Dies hat zur Folge, daB die 
Pellets eine fur die Enzymproduktion optimale Form erreicht. Da 
andererseits die schwingungsarme kardanische Aufhangung des 
Reaktors auch den Bau von Reaktorvoiumina zwischen ein und drei 
Kubikmcter gestattet, laBt sich " mit der besciiriebenen Vorrichtimg 
eine Produktion lignoiytischer Enzvme im industrielien Maflstafa mit 
bis dahin nicht fiir moglich gchaltenen Ausbeuten erreichen. 

Die Ergebnisse der Produktion mit diesem Fermenter sind jedoch 
immer noch nicht zufriedensteiiend. Denn die Ausbeuten haben 
hierfaci immer noch nicht ein solches Voiumen erreicht, dafi sie fiir 
eine groflindustrieile Produktion lohnend waren. 

Die vcrliegende Erfindung hat sich daher die Aufgabe gestellt, 
ein verbessertes Verfahren zur Herstellung lignoiytischer Enzyme 
mittels Weiflfaulepilzen, wobei eine aus Pilzen der Unterklasse der 
Aphyllophorales bestehende Kultur in ein mit Nahrldsung ge- 
fiilltes, geschlossenes Fermentations gefaB gcgeben wird, dort zur 
Erzeugung von Pellets der Aphyllophorales die Suspension so 
schonend bewegt wird, dafi keine die Pellets zerstorenden Scher- 
kr€lfte entstehen konnen, zur Verfiigung zu stellen, das auch in 
Fermentationsgefaflen von mehr als 40 1 durchfiihrbar ist und 
gegeniiber dem bisherigen Stand der Technik signifikant ge- 
steigerte Enzymausbeuten gewahrieistet. 
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Diese Aufgabe wird dadurch gelost. daB unter Zusatz von Hefen 
Oder Benzaldehyden. Chlorbeiixaldehyden, Nitroben^aldehyden. Hy- 
d^xybenzaldehyden, Aminobenzaldehyden, Methylbenzaldehyden. 
Diaryiea oder Triarylen. Dialkylalkanen Trialkyi alkaneu. offcnkettigen 
Oder cyclischen Iminen oder Derivaten der genaimten Stoffe aJs 
i^duktiven Verbindungen. wobei die Induktion einfach oder mehr 
fach erfolgen kann. die Enzyme erzeugt imd danach geemtet 
werden. 

Durch den Einsatz einer aus Aptyllophorales ui,d Hefen bestehenden 
Miscfakultur wird eine erfaebliche Steigerung der Enzymproduktion 
in, Vergleich zuxn bisherigen Stand der Technik erreicbt. pie der • 
Kultur zugesetzten Hefen werden hierbei im Laufe des Verrahrens 
Ton den AphyUophorales fast vollstandig lysien^ Die 
erieblichen Mengen an freiirerdenden Kefsfae5tandteiie:i. z.B. 
Zellwandbestandteile und Hefeglukane. haben wahrscheinlich Scfautz- 
koUoidcharakter und bewirken =o eine Steigerung der Enzymproduktion. 

Es ist aus dem Stand der Technik bekannt. daB verscfaiedene 
chemische Sustanzen als Induktoren in FennentationsiSsungen wir- 
ken konnen. So lassen sich die Laccaseausbeuten z.B. durch Zusatz 
von XvUdin verbessem. Diese ^und ahnliche Sufastanzen sind aber 
wegen ihrer hofaen Toxizitat groBtechnisch kaum einsetzbar. so dafl 
man von dieser Moglichkeit einer Enzymsteigerung bisher keinen 
Gebranch gemacfat hat. Erfindungsgemafi wurde nun eine neue In- 
duktorengnipoe gefunden. die diese NachteUe nicht aufweist. Es 
bandelt sich hierbei Benzaldehyde. Chlorbenzaidehyde. Nitr.> 
faenzaldehyde, Hydroxybenzaidehyde, Aminobenzaldehyde. Methyl - 
benzaldehydeJDiaryle, Triaiyie, Dialkylalkane. Trialkyi alkane , offen- 
kettige Oder cyclische Imine. Ebenso konnen die Derivate der genann- 
ten Verbindungen verwendet werden. Diese Stoffe weisen Uberraschen- 
derweise nicht die genannten NachteUe auf. Insbesondere sind sie aber 
auch auch fiir den Einsatz im groBtechnischen MaBstab geeignet. Uber- 
raschend ist insbesondere. dafl sich durch den Einsatz der genannten 
Indnktoren sehr hohe Enzymausbeuten erreichen lassen (ca. 2000 lU/ml 
Enzym). 

Die geschilderten uberraschend verbesserten Enzymausbeuten kSnnen 
bereits bei Einsatz der Gemische aus AphyUophorales mit Hefen oder 
den aufgezahlten Induktoren in herkSmmlichen RUhrfermentera be- 
obachtet werden. Diese miissen ailerdings mit einem speziellen Ruhrer 
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ausgcstattet sein. desscn Paddel sich verstelien lassen. daB beim 
Riihren kaum Sdierkrafte entstesheiu welche zu einer Zerstoning der 
gebUdeten Pfeilets Rihren konnen. ErfuidungsgemaB wichtig ist 
daher zum einen die Gestalt des Riihrers und zum anderen die 
Mogliclikeit 6es Vcrstellens der Paddei. 

Bcsonders gut sind jedoch die Enzymausbeuten. wenn der oben bc- 
scfarfefaene Reaktor gemSB der Deutschen Patentanmeidung P 40 12743 
eingesetzt wird. Deim die bei Einsatz dieses Fermenters bereits 
signifilcant erhohten Enzymausbeuten lassen sich in iiberraschender 
Weise nochmals steigem durch Einsatz eines Gemisches aus 
Apyllophorales imd Hefen oder den spcziellen induktiv wirkenden 
Ver bindungen, wobei die Induktion einfach oder raehrf ach erfolgen 
kann. 

In ciner Variante des Verfahrens kann hierbei so vorgegangen 
wertien. dafl zunachst in dem SchiitteJfermenter die Pellets unter Zugabe 
von Hefe oder Benzaldehyden erzeugt werden und im AnschiuB hieran die 
Pellets enthaitende Suspension in einen Riihrf enn enter iiberfiihrt wird. 
Hier werden dann die Enzyme mittels der Pel- 
lets produziert. Als vorteilhaft ist weiterriin anzusehen. daB 
nach AbscfaluB der En-zymproduktion im Schiitte If ermentcr oder im 
Riihrfermenter sich die abgetrenntsn Pellets der Aphyilophorales 
unmittelbar wieder fur die Enzymproduktion einsetzen i&ssen. 
ZweckmaBigerweise trennt man hierfiir die Pellets von der rest- 
lichen Suspension ab und fiihrt sie nach Abtrennung des Enzyms in 
den Fermenter zuriick. Die Abtrennung kann erfindungsgemaB mittels 
Ultrafiltration durchgefiihrt werden. In einer erfindungsgemaB be- 
vorzugten Ausriihnmgsfonn wird Phanerochaete cfarysosporium im Ge - 
misch mit Hefen eingesetzt. Hierbei konnen beim Einsatz im Riihr - 
fermenter Spitzenwerte von ca. 1000 lU/pro 1 Kultur erreicht 
werden. Beim Einsatz im Schutteifermenter liegen diese Werte bei 
1500 - 2000 lU/l ( 1 lU = Umsatz pro 1 micromol VeratrylaaJkohoi/min./mJ 
Enzym in Veratrylaidehyd ). 

Vor DurchTuhnmg des erfindungsgemaflen Verfahrens kann Phanero- 
chaete chrysosporium zweckmaBigerweise in Petrischalen and dann in 
Standkuituren angezuchtet werden. Die gcbUdeten Mycele werden im 
AnschluB hieran zerschlagen und In dem erfindungsgemaBen 
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Verfahren eingesetzt. Die Anzucht von Phanerochaete chrysosporium 
erfolgt tmter beJcaimtcn Bedingimgen. D.h. es wird ubUcfaerwreise 
bei Tempcraturen von 37 - 40 ° C und einem pH Wert you 4^ bis 5 
gearbeitet. Der bevorzugte pH Wert iiegt bei 5. Ads 
Aazuclitteznperatur werden 37 C bevorzugt. 

Als Snbstrat fiir die Kultur von Phanerochaete chrysosporium im 
Gemisch mit Hefen hat sich die folgende Zusammensetzung bewahrt; 

Vbrkultizmiediuzn: 

D Mineralsalziosung (ME): (pro LiterJ 

10,5 g Nitrotriacetat: 21 g MgSO^ 3,5 g MnSO^: 7 g KaCl: 0,7 g FeSOc.: 
0,7 g C0CI3.: 0.7 g CaCla.: 0.7 g ZnSO^: 0.07 g CmSO^ 0.07 g CuSOv: 
0.07 g AlK^SOv 0,07 g Hs^BOy, 0.07 g NaMoO^. 

2) Losung 1 (Salzlosimg) (pro Liter) 

20 g KH3.PO4.: 5 g MgSO^: 1 g CaCl^. 

3) Putter (pH 4.5-5.5) 

1 m NaHiPO^ / NaaHPO^ - Puffer. 

Zusammensetzimg pro 1 1 Mediiim; 

0^ g Ammoniumtartrat 

100 mi Lostmg 1 

L43 ml ME-Losimg 
10 g Glukose 

10 ml Puffer 

+0.9 ml Thiamin 100 mg/1 (wird nach dem Autoiciavieren sterii- 

filtriert zugesetzt). 
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Zusammensetzung pro 1 Medium: 

0^2 g Amxnoniumtartrat 

100 ml Losung 1 

10 ml M£-Losung 

10 g GluJcose 

10 ml Puffer 

67^ mg Veratryiaikohol 

2 ml Tween 80 

+0,9 ml Thiamin (100 mg/I). 



In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird 
Corioius versicolor in Kombination mit den oben aufgezahlten Induktoren 
insbesondere BenzaJdehyden oder deren Derivaten eingesetzt. 
Es ist aus dem Stand der Technik bekannt. daB sich gute 
Laccaseausbeuten mit Induktoren. z.B. Xyiidin erreiciien 
lassen. Doch aus den oben genannten Griinden haben slch diese 
Induktoren nicht bewahrt. Durch Einsatz dererfindungsgemaBen Induktoren i 
Kombination mit Corioius versicolor konnten nunmchr in 
uberrasciienderweise Steigerungfen der Enzvmausbeuten bis zu 100% 
erreicbr werden. Im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme 
auf die Figuren naher beschrieben: 

Figur 1 zeigt den erfindung sgemaB eingesetzten riiiireriosen Fer- 
menter. 

Figur 2a zeigt die spezieile AusgestaJtung eines Riihrers fiir den 
Einsatz in dem erfindungsgemiiBen Verfahrcn in der Ansicht Ton oben. 

Figur 2b zeigt den Riihrer in der Qucransicht. 

Figur 2c zeigt den Riihrer in der Ansicht von der Seite. 
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In dem in Rgur 1 dargestellten riihrerlosen Reaktor erfolgt in 
erster Linie die Herstellung der Pellets der Aphyllophorales und 
gegebenenfalls die Herstellung der Enzyme. Hierbei erfolgt die 
BUdung der Pellets in dem GefaB 1. Da. GefaB 1 ist ein geschiossener 
Behilter mit festem Boden 8. Seitenwanden. Deckel 9 und einer 
Sicbtscheibe 7. Seitlich oder am Boden sind Offnungen fur diverse 
MeBfuhler (O^. PH. AntiscfaaumJ sowie fur Zu- und Ablauf von 
Subst«t und Impfkultur vorgesehen. Es ist in einem Gestell U 
aafgehangt. Die BefesUgung erfolgt hierbei mittels der Greifarme 10. 
Uber diese Greifarme 10 ist das GefaB 1 an der kardanischen 
Aufhangevorrichtung frei dreh- und schwenkbar aufgehangt. Die Dreh- 
und Schwenkbewegungen werden durch den Motor 6 bewirkt. Dieser 
ist uber die Antriebswelle 5 und den Exzenter 4 mit dem Boden 8 
des Gefafles 1 verbunden. Mittels des Exzenters 4 werden Neigung 
und SchwingampUtude des Gefafles 1 emgesteilt. Die Geschwindigkeit 
der Dreh- und Schwenkbewegungen des Gefafles 1 laBt sich uber die 
Motordrehzahi regeln. 

Der to den Figuren 2a-2c dargestellte Riihrer ist den beiden Paddeln 1 
und 2 ausgestattet. Deren Neigungswinkel laflt sich mit HUfe der 
Verstellschraube 3 verandem. Auf diese Weise laBt sich der Ruhrer 
jeweils exakt entsprechend der Empfindlichkeit der eingesetzten Zellen 
einstellen. so dafl keine die Pellets zerstorenden Scherkrafre auftreten 
konnen. 

Die Erfindung vrird weiterhin anhand folgender Beispieie erlaute.^: 



Bei2piel 1: 



Als Stamm wird Phanerochaete chrysosporium ATCC 32629 genommen. 
ZunSchst werden Malzagarplatten beimpft und ca. 10-12 Tage bei 27 » C 
bebriitet. Von diesen Platten wird die Halfte des Rasens abgenommen und 
eine 50 ml Standkultur in 500 ml Erienmeyerkolben beimpft 
(Bebriitungszeit ca. S Tage bei 37« C). Die so erfaaltene Vorkultur wird 
abdekantiert. wieder auf das m-spriingiiche Volumen mit a.dest. aufgefullt 
und daranfhin in etoem Braun StarmLx fur 2 x 30 Sec. auf Stufe 3 
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zerkleinert. Pro Liter Medium im Schiittelreaktor wcrden IS mi 
Vorkultur zugegeben. d.h.. auf einen 10 j SchiittelreaJctor mit 5 1 
Befuliung 75 ml. An Hefen werden 0,5-0.8 x 2-4 x 10"^ Hcfen/mi 
Medium zugegeben. Die Anzuchttemperatur betragt 38*^C. die 
Schiitteifrequenz 90 rpm und die Auslenkung ca. 5cm. £s wird jeden Tag 
fiir 30 Sec. mit 0^(100 1 pro Std.} begast. Die Anzuchtdauer betragt 
4-5 Tage. Die Enzymausbeuten betrager ca. lS0O-2000lU/ 1 
(im = 1 fi Mol Umsatz von Veratryallc ohol in Veratryldehyd/Min.). 

Die Medien sind wie folgt zusammengesetzt: 

Vorkulturmedium: 

D Mineralsalzlosung (ME): (pro Liter) 

10.5 g Nitrotriacetat; 21 g MgSO^: 3.5 g MnSO^.: 7 g NaCl, 0.7 g 
FeSO^: 0,7 g CoCl^: 0.7 g CaCl^: 0.7 g ZnSO^: 0.07 g CuSO^,: 0,07 g 
CuSO^: 0.07 g AlK^SO^: 0.07 g H^BO^: 0.07 g NaMoOc^. 

2) Losimg 1 (SalzlosungJ (pro Liter) 

20 g KH^PO^: 5 g MgSO^: 1 g CaCK. 
31 Puffer (pH 4.5-5.5) 

1 m NaH^?04^/ NaJiPO^ - Puffer, 

Zusammensetzung pro 1 1 Medium: 

0.2 g Ammoniumtartrat 

100 ml Losung 1 

1.43 mi ME-L6sung 
10 g Glukose 

10 mJ Puffer 

^0.9 ml Thiamin 100 mg/l (wird nach dem Autoklavieren 

sterilfiltriert zugeaetzt). 
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Hauptkulturmedium: 

Zusammexisetzung pro 1 Medium: 

QJ2 g Ammoniumtartrat 

100 ml Lasting 1 

10 ml ME-Losung 

10 g Glukose 

10 ml Puffer 

67.3 mg Veratryialkohol 

2 ml Tween 80 

+0,9 ml Thiamin (100 mg/1). 

Bei^piel 2 : 

Als Stamm wird Phanerochactc chrysosporium ATCC 32629 genommen. 
Zunacfast werden Malzagarplatten beimpft und ca. 10-12 Tage bei 27 " C 
bebriitet. Von diesen Piatten wird die Halfte des Rasens abgenommen und 
einc 50 ml Standkultur in 500 ml Erienmeyerkolben beimpft 
(Bebriitungszeit ca. S Tage bei 37*= C). Die so erhaltene Vorkultur wird 
abdekantiert. wieder auf das urspriingliche Volumen mit a.dest. aufgefiilit 
und dflrauTnin in einem Braun Starmix fur 2 x 30 Sec. auf Stufe 3 zerkieinert. 
Pro Liter Medium im Riihrreaktor werden 15 ml Vorkultur zugegeben. Q.ii.. 
auf einen 10 1 Sciiiitteireaktor mit 5 1 Befiillung 75 mi. Als Hefe werden 
2-4 X 10^ Hefen/ml Medium zugegeben- Die Anzuchttemperatur betragt 
38 C. die Riihrerdrehzahl 110 rpm. 



Der Sauerstoff Partialdruck der Kultur wird mit Hiife einer O^-Messung 
mittels 02-£lektrode und Steuerung auf 30-70 X gehaiten. Die /Oozucht- 
dauer betragt 4-5 Tage, Die Enzymausbeuten betragen bis 1000 lU/L ^ 
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fieispiel 3: 

Als Stamm wird der Stamm Coriolus versicolor ATCC 34671 verwendet. Von 
MalzscfarfigagarrShrclien wird mit Hiife eines Korkbohrers eizi ca. 1 cin if 
groBes Myceiagarstiick auf die Mitte einer Maizagarplatte gebracht und ca. 
8 Tage bebriitet (2fi* C). Von dieaer Platte werden je drei 1 cm ^ Stucke 
ausgestanzt und mit der Mycelseite nach oben auf eine 50 ml Standkultur 
(im 300 ml Erlernneyerkolben) gebracht. Bebriitung ca. 8 Tage bei 28 « C. 
Der gebildete Myceirasen wird von der Standkuiturfliissigkeit getrennt und 
fur 2 X 30 Sec. in einem firaun Starmix gemixt (Stufe 3). 

Pro 1 Medium werden 30-60 mi Vorkulturmedium als Inokulum verwendet. 
Als Induktor wird nach 3-4 Tagen Anzuchtzeit 10-20 mi einer 1 %-igen 
Losung von 2-Aminobenzaidehyd in 50 X-igen Alkohoi verwendet. Die 
gesamte Anzuchtzeit betrigt 6 Tage. 

Als Medium kommt die im folgenden wiedergegebene Zusammensetzung in 
Betracht: 

A. Losungen: 

Losung 1: 10 g KHiPO^- 



1 



g MgSOj^ X 7 H^O 
g Na^HPOiv X 2 H^O 



in 1000 ml A.dest. Ibsen 



Minerai-Losimg: 



1 g CaCla. 
1 g FeSO^x 
0.2 g CnSO^x 
0.1 g ZnSo^^x 
0.1 g MnSO^^x 



7 HiO 

5 H-^O 
7 HJ) 
4 HiO 



in 1000 



ml A.dest. losen 



Thiamin-Losung : 



100 mg Thiamin x HCl 

in 1000 mi A.dest. losen 
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Adenin-Losimg: 0^75 g Adenin 

in 1000 ml A-dest. iosen 

Phenylalanin-Losimg: 1-5 g DX-Phenylaianin 

in 1000 ml A.dest. losen 

Induktor-Losimg: 1 g 2-Aminobeii2aldehyd 

in 100 ml 50 X-igen Ethanol losen 

B. Medien: 

Vorkuitur-Medium: 20 g Glucose 

2,5 g L-Aspargagin 
100 ml Losung 

10 ml Minerai-Losung 
100 ml Adenin-Losimg 
100 ml Phenyialanin-Losung 

mit A-dcst, auf 1000 ml auffullen. 
den pH-Wert rait 1 M HCl auf pH 5.0 
einstelien. 



0.5 



Hauptkultur-Medium: 



ml Thiamin-Losung 

nach dem Autoklavieren sterilfiltriert 
zugeben. 

entspricht dem Vorkultur-Medium mit 
foigendem Zusatz auf 1000 ml: 

10-20 ml einer 1 Z-igen Losung von 
z.B. 2-AminobenzaJdehyd in 50 %-igen 
Athanol. 



wo 93/08272 



- 13 - 



PCT/EP92/02398 



Anspriiche 



1. Verfahren zur Hersteliung lignolytischer Enzyme mittels 
WeiBfaulepUzen. wobei einea us Pilzen der Unterkiasse der 
Aphyllophorales bestehende Kultur in ein mit Nahrlosiing 
gefiilites, geschlossenes Fermentations gefaB gegeben wird, dort 
zur Erzeugung von Pellets der Aphyllophorales die Suspension so 
schonend bewegt wird, daB keine die Pellets zerstdrenden 
Scherkrafte entstehen konnen, 

dadurch gekennzeic hne t, daB 
unter Zusatz von Hefen oder Benzaldehyden, Chlorbenzaldehy- 
den, Nitrobenzaldehyden , Hydro xybenzaldehyden, Arainobenzaldehy- 
den, Methylbenzaidehyden , Diarylen, Triarylen , Dialkylalkanen, 
Trialkylalkanen . offenkettigen oder cyclischen Iminen oder Derivaten 
der genannten Stoffe als induktiven Verbindungen, wobei die 
IndukUon einfach oder mehrfach erfolgen kann, die Enzyme erzeugt 
and danach geemtet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurc h gekennzeichnet, daB 
nach AbschluB der Enzymproduktion die Pellets von dem flussigen 
Nahrmedium abgetrennt und emeut zur Enzymproduktion in den 
Fermenter zuriickgefiihrt werden. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Kultur in einen Fermenter gegeben wird, welcher mit- einem 
Riihrer ausgestattet ist, dessen Paddei so einstellbar sind, dafl 
keine die Pellets zerstorenden Scherkrafte entstehen. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
Phanerochaete chrysosporium unter Zusatz von Hefen 
in das Fermentations gefaB gegeben wird. 
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S. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet. daB 
Coriolus versEolor imter Zusatz von Benzaldehyden, Chlorbenzaldehr 
den, Mtxobenzaldehyden, Hydroxybenzaldehyden. Aminobenzaldehy- 
den. Methylbenzaldehyden , Diarylen, Triarylen , Dialk ylalkanen, 
Trialkylalkanen. offenkettigen oder cyclischen Iminen oder Derivaten 
der genannten Stoffe als induktiven Verbindungen, wobei die 
Induktion einfach oder mehrfach erfolgen kann, die Enzyme 
erzeugt. 
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